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研究成果の概要（和文）：癌細胞が細胞外基質を分解する過程は、癌細胞の浸潤・転移に最も重要な過程である。クロ
マチンリモデリング因子、reptinは癌転移抑制遺伝子の発現を抑え、癌の浸潤・転移を制御するという報告されている
。今回2種類のヒト口腔扁平上皮癌細胞株OSC-19細胞およびOSC-20細胞を用いてreptinをノックダウンしたところ、両
者とも遊走能の亢進と細胞形態の紡錘形変化を認めた。上皮系マーカーであるE-cadherinの発現が低下と間葉系マーカ
ーであるN-cadherinの発現の上昇を認めた。以上の結果よりreptinはEMTに関与することで口腔扁平上皮癌細胞の基底
膜浸潤を制御する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The degradation of extracellular matrix (ECM) is one of the most important process
es in the invasion and metastasis of malignant tumor cells. Reptin gene, is known a component of the chrom
atin remodeling complex, is reported that repress the expression of the metastasis suppressor gene and hen
ce repress the invasion and metastasis of malignant tumor cells. In this study, using two cell lines deriv
ed from human oral squamous cell carcinomas, OSC-19 and OSC-20, we demonstrated that knockdown of reptin g
ene promoted mobility, changed those cells shapes to spindle, and suppress the expression of E-cadherin, p
romoted the expression of N-cadherin. These phenomena is indicated that reptin regulate the invasiveness i
nto the ECM with relation to EMT (epithelial-mesenchymal transition).

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 

癌の浸潤・転移の分野は国内外において活

発に研究されている分野の一つである。癌の

浸潤・転移過程においてマトリックスメタロ

プロテアーゼ（MMP）の活性化が重要視され

ている。研究成果として発表しているように、

フィブロネクチン分解・浸潤モデルを開発す

ることにより、細胞が基質に対し浸潤する際、

基質方向に対し突起様構造を呈し（浸潤突起

（invadopodia）と命名した）基底膜基質へ

の浸潤能が in vivo における癌転移能に大き

く関与することを明らかにした（Nakahara et 

al. JBC, 1996）。同時に、浸潤突起にマトリ

ックスメタロプロテアーゼ（MMP）などの蛋

白分解酵素の凝集が見られることを見出し

た（Nakahara et al. PNAS 1997）。これらの

結果は癌細胞の基底膜浸潤には単にプロテ

アーゼの生化学的活性化のみでは不十分で

そのプロテアーゼの局在性もまた重要なフ

ァクターであるというコンセプトを提示し

た。一方、低分子 GTP結合蛋白の Rhoファミ

リー（Rho, Rac, Cdc42）の細胞骨格制御の

研究は、近年最も注目を集めている分野で、

英国の A. Hall ら、国内では高井義美博士（神

戸大学名誉教授、研究協力者）らによって、

正常線維芽細胞の細胞接着・細胞運動などに

関与していることが示された。そこでわれわ

れは Rhoファミリーが基底膜浸潤にいかにか

かわっているかを検討し、invadopodia 形成

には Cdc42および Racの活性化が必須である

ことを発表した（Nakahara et al. Gene to 

Cells 2003）。 

２．研究の目的 

近年、クロマチン構造変換複合体ががんの

浸潤・転移に大きく関与している知見が多く

見られる。そこで本研究ではその複合体の一

つである reptin の基底膜浸潤における役割

に焦点を絞って研究を進めた。クロマチン構

造変換複合体については、その役割について

は不明な点が多く、詳細な研究の余地のある

分野である。その癌との関わりについては

2006年 Kimらによって初めて報告された（Kim 

et al.Nature cell Biol. 2006）。佐伯らは

新規に WD40 repeat protein として Monad を

クローニングし、機能解析をすすめたところ

（Saeki et al. BBRC 2006）、reptin とイン

ターラクションをもつクロマチン構造変換

複合体の一つであることが分かった。そこで

われわれは reptin および Monad の機能解析

とそれらの癌細胞の浸潤・転移への関わりを

本研究の目的とした。 

３．研究の方法 

（１）細胞と培養 

実験には浸潤様式の異なる 2種のヒト口腔

扁平上皮癌由来細胞株である OSC-19細胞お

よび OSC-20 細胞を用いた。各細胞の培養は

10%FBS を含む Dulbecco 変法 Eagle 培地を用

いて、37℃ 5%CO2の条件下で行った。継代培

養には TRYPSIN-EDTA SOLUTION(1×)を使用し

た。 

（２） Reptin の siRNA の配列と siRNA の導

入 

Reptin の siRNA の作成は QIAGEN 社（USA）

に依頼した。標的とする配列は

5’-CCGGAGATCCGTGATGTAACA-3’であり、そ

の配列はセンス鎖が 5’-GGAGAUC- 

CGUGAUGUAACATT-3’、アンチセンス鎖が

5’-UGUUACAUCACGGAUCUCCGG-3’であった。

siRNA の導入には SuperFect
○R  Transfection 

Reagent を用い reptin の siRNA と

SuperFect○R  Transfection Reagentを 20分間

室温で混合後、それぞれの細胞に添加し、導

入後 48時間の細胞をそれぞれの実験に使用

した。また、siRNA は加えず、SuperFect○R  

Transfection Reagentのみを作用させた細胞

群 を control 群とし、siRNA および

SuperFect○R Transfection Reagent の両者と

も加えない野生株を wild type 群とした。

reptinの発現は培養細胞および siRNAの導入

細胞の抽出液を通常のウエスタンブロッテ

ィング法にて検出した。 



（３）Invasion assay 

ポアサイズ8μmのケモタキセル○Rを用いた

Boyden chamberの変法にて細胞浸潤能を検討

した。塩化カルシウム、塩化マグネシウム無

添加 phosphate buffered saline（以下

PBS(－)）で 50倍希釈したマトリジェルマト

リックス50μl/wellをケモタキセル○Rに入れ

てメンブランをコーティングした後、24 穴カ

ルチャープレートにケモタキセル○Rを設置し

た。2 種類の口腔扁平上皮癌細胞の reptin 

knockdown 群、control 群、wild type 群の細

胞を DMEM培地で 2.5×104/100μl に調整し、

その 200μl をケモタキセル○Rに加えた後、

DMEM培地500μlに浸漬させ、37.0℃，5.0%CO2

の条件下に 24時間培養した。培養後の細胞

はディフ・クイック試薬にて H-E染色を行っ

た。光学顕微鏡を用いて、チャンバー上部よ

り下部へ移動した癌細胞の数を数えた。各細

胞群につき 3視野を観察し、その平均値を求

め，有意差検定を行った。 

（４）Wound healing assay 

Wound healing assay は以下の方法で行っ

た。初めに、24穴カルチャープレートの裏側

に測定部位となる線を引き、2種類の口腔扁

平上皮癌細胞の reptin knockdown 群、

control群、wild type群の細胞を1×105/well

で播種し、10%FBS 含有 DMEM にて培養した。

confluent になった状態で 1000μl のクリス

タルチップの先で、初めに引いた線に垂直に

なるようスクラッチを行い、径約 1mmの wound 

field を作成し、6 時間後、12時間後の測定

部位上の wound field の幅を位相差顕微鏡に

て観察した。その幅を Adobe photoshop○R  上

で計測し、初めの幅との差を各細胞が wound 

field 内を進展した距離とし、それを百分率

で示した。 

（５）ゼラチンザイモグラフィー 

MMP-2（matrix metalloproteinase-2）、

MMP-9（matrix metalloproteinase-9）の活

性の検出には、ゼラチンザイモ電気泳動キッ

トを使用した。2種の口腔扁平上皮癌細胞の

reptin knockdown 群、control 群、wild type

群の無血清培養液（24時間無血清培養）をサ

ンプルとし、同社のプロトコールに従って行

った。サンプルを等量のサンプル調整バッフ

ァーと混合し、室温で 15分放置した後、15mA

の定電流で電気泳動を行った。泳動後、2% 

Triton X-100含有洗浄液 200mlにて 1時間振

盪し脱 SDS化を行い、1% Triton X-100 含有

酵素反応用バッファー50mlにてゲルを 37℃

で 40 時間インキュベートした。その後、染

色液にて 30 分間タンパク染色を行った後、

脱色し、ゲルを観察した。 

（６）蛍光免疫染色 

アクチン細胞骨格は、ファロイジンによる

蛍光免疫染色にて観察した。直径 18mm のマ

イクロカバーガラスを敷いた 12 穴カルチャ

ープレート（Corning）に 10%FBS 含有 DMEM

培地で 2×104/well に調整した 2種の口腔扁

平上皮癌細胞の reptin knockdown 群、

control 群、wild type 群の細胞を播種し、

24 時間培養した。培養液を除去後、3.7%ホル

ムアルデヒド溶液にて室温で 10 分間固定し

た。PBS(－)にて洗浄した後、PBS(－)にて

1/500 に希釈した rhodamine phalloidin を

20 分間作用させ、再び PBS(－)にて洗浄し、

染色を行った。蛍光イメージは Axiovert 200M 

蛍光顕微鏡にて観察した。 

（７）ウエスタンブロット 

RIPA Lysis Buffer(1×)（Santa Cruz 

Biotechnology，USA）に protease inhibitor 

cocktail を添加し、細胞可溶液を作成した。

2 種の口腔扁平上皮癌細胞の reptin 

knockdown 群、control 群、wild type 群の細

胞を溶液にて可溶化し、ソニケーターにて細

胞を粉砕、遠心後、上清を回収しサンプルと

した。各種サンプルの蛋白質を MICRO PLATE 

READER MODEL 680○Rにて一定量に調整し、10%、

12.5%および 15%ポリアクリルアミドゲル上

で電気泳動を行った。その後、ゲルを転写装



置にて PVDF 膜に転写した。PVDF膜は 0.05% 

Tween20 含有 PBS 10ml にイムノブロック○Rを

500μl 加えた溶液にてブロッキングを行っ

た。そして一次抗体として mouse monoclonal 

anti-human E-cadherin、mouse monoclonal 

anti-human N-cadherin、mouse monoclonal 

anti-human TIP49b，mouse monoclonal 

anti-human Cytokeratin AE1/AE3、mouse 

monoclonal anti-porcine Vimentinと反応さ

せ、二次抗体として Horse radish 過酸化酵

素（HRP）を付与した horse anti-mouse IgG、

goat anti-rabbit IgG、donkey anti-goat IgG

と反応させた。0.05% Tween20 含有 PBS にて

十分に洗浄を行い、ECLプラスウエスタンブ

ロッティングシステムを用いて発光シグナ

ルを増幅した後、KODAK Gel Logic 2200 にて

現像した。現像したデータは Image J program

を用いて数値化した。 

 

４．研究成果 

（１）reptin 遺伝子のノックダンウンが細胞

浸潤能に与える影響 

2種の口腔扁平上皮癌細胞の reptin遺伝子

を knockdownすることによる細胞の浸潤能の

変化を、ケモタキセル○R を用いた Boyden 

chamber の変法で検討した。その結果、

OSC-19 細胞では reptin knockdown 群が

control 群に比べ約 2.5 倍に浸潤能が亢進し

（Student’s t-test，＊：p<0.05，＊＊：

p<0.05）、OSC-20 細胞では約 2 倍の亢進が認

められ（Welch’s t-test，＊：p<0.05）、2

種の細胞株とも reptin knockdown 群で有意

に浸潤能が亢進していた。 

（２）reptin遺伝子の knockdown が郵送能

におよぼす影響 

癌細胞の局所浸潤には細胞の遊走能の亢

進と細胞外基質の分解が必要と考えられて

いるため、まず reptin 遺伝子を knockdown

した際の細胞の遊走能の変化を wound 

healing assayを用いて検討した。wound 

field への細胞の移動を 6時間後、12 時間後

に観察したところ、OSC-19 細胞の reptin 

knockdown群において wound field 辺縁から

増殖・移動してきた細胞による修復が時間

経過とともに進行し、12時間後にはスクラ

ッチ部がほぼ細胞に満たされた。その結果を

定量化したところ reptin knockdown 群は

control群と比較し、約 200%細胞の遊走能が

有意に亢進していた（Welch’s t-test，＊：

p<0.05，＊＊：p<0.05）。さらに OSC-20 細胞

においても同様に reptin knockdown 群で約

60%遊走能が有意に亢進していた

（Student’s t-test，＊：p<0.05，＊＊：

p<0.05）。 

（３）2種の口腔扁平上皮癌における reptin

遺伝子が基質分解酵素（MMP-2,MMP-9）に与

える影響 

Reptin 遺伝子を knockdownした際の浸潤

能の変化において、基質分解酵素がいかに

関与しているのかを検討した。基質分解酵

素のなかでも基底膜構成主成分であるⅣ型

コラーゲンを分解し得る MMP-2と MMP-9に焦

点をしぼった。浸潤様式の異なる 2 種の口腔

扁平上皮癌細胞の各群において MMP-2と

MMP-9 の酵素活性の差異を、ゼラチンザイ

モグラフィーにて検討した結果、OSC-19細

胞および OSC-20細胞ともに reptin 

knockdown群、control 群、wild type 群の 3

群で MMP-2と MMP-9の活性に差は認められな

かった。 

（４）reptin 遺伝子の knockdown による 2

種の口腔扁平上皮癌細胞の形態変化 

癌細胞が浸潤・遊走する際には、アクチ

ン細胞骨格の再構成が起こることが知られ

ている。そこで reptin 遺伝子を knockdown

した 2 種の口腔扁平上皮癌細胞の細胞骨格

形態の変化を観察するため、OSC-19細胞お

よび OSC-20 細胞の各群の細胞を rhodamine 

phalloidinを用いて、アクチン細胞骨格の

蛍光免疫染色を行った。OSC-19細胞，OSC-20



細胞ともに control 群および wild type群で

は類円形の不整な細胞形態を示したが、

reptin knockdown群では両者とも線維芽細胞

様の紡錘形に形態が変化していた。 

（５）上皮間葉関連タンパクの発現変化 

Reptin 遺伝子を knockdown した際の

OSC-19細胞と OSC-20細胞の浸潤能の変化と

上皮間葉移行との関わりを検討するため、

まず 2 種の口腔扁平上皮癌細胞の各群にお

ける上皮間葉関連蛋白の発現について、ウ

エスタンブロット法を用いて比較した。上

皮 系 マ ー カ ー で あ る E-cadherin 、

Cytokeratinの発現に関しては OSC-19細胞と

OSC-20 細胞の各群で Cytokeratin の発現は

ほとんど変化がなかったが、E-cadherin の

発現は両者とも reptin knockdown 群で低下

していた。間葉系マーカーである N-cadherin、

Vimentin に関しては、OSC19 細胞の reptin 

knockdown 群で N-cadherin の発現の上昇が

見られた。一方、OSC-19 細胞の Vimentin、

OSC-20 細胞での N-cadherin，Vimentin の発

現の変化は認めなかった。 
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